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ATP に依存していることが知られている o したがって、 in vitro の単離葉緑体を用いた前駆体蛋白質の輸送反応系
においては、光照射条件で光リン酸化反応により ATP を供給するか、あるいは、暗条件においては ATP を反応液
に加える必要がある o 多くの前駆体蛋白質では、この光照射下と暗所での輸送過程に本質的な差はないと見なされて




トウモロコシには、 4 種類のFdイソ蛋白質 (Fd 1 、 FdII 、 FdIII 、 FdIV) が存在する。発現解析から、 Fd 1 は葉
特異的に存在して、光誘導を受ける光合成型の、 FdIII は葉や根にも存在して構成的に発現している非光合成型のFd
と結論づけられている o Fd 1 、 FdIII各々のcDNAから、 in vitro 転写翻訳系を用いて、アイソトープラベルした前
駆体を合成したo これら Fd 1 前駆体およびFdIII前駆体をトウモロコシの葉より単離した葉緑体に光照射下、あるい
は、暗所 ATP 存在下で輸送させた。 Fd1 はいずれの条件下でも効率良く輸送され成熟体に変換された。一方、 FdIII












調べる目的で、 FNR イソ蛋白質(FNR 1 、 FNR II) を用いて葉緑体への輸送実験をおこなったところ、 FNR 1 は光
照射下で効率良く輸送されたが、 FNRII はFdIII 同様、前駆体の蓄積が観察された。そのことから、光照射下での前
駆体の蓄積がFdIII にのみ特異的な現象ではないことが示された。
2. 大腸菌発現系より精製した組換え前駆体を用いたプラスチドへの輸送経路の解析
Fd 1 と FdIII のアミノ酸配列を比較すると、成熟体領域間では67%の相向性を示すのに対し、延長ペプチド間では
25% と相向性は低l'o そこで、 Fd 1 、 FdIII の互いの延長ペプチドを交換したキメラ Fd(Fd 1 の延長ペプチドに FdIII
の成熟体を連結したFd 1 -III 、 FdIII の延長ペプチドにFd 1 成熟体を連結したFdIII- 1 )を構築し、葉緑体への輸送解
析を行った。 Fd 1 -III はFd 1 と同様に光照射下で葉緑体に効率良く輸送された。一方、 FdIII- 1 は Fd III と同様にトリ
プシン抵抗性の前駆体の蓄積が観察された。この結果は光照射下でのFd 1 、 Fd皿の輸送特性の違いが、延長ペプチ
ドに起因することを示している。
次に、 Fd 1 、 FdIII の延長ペプチドに起因する輸送特性の違いが、葉緑体包膜における輸送経路の違いによるもの
かどうか調べる目的で、輸送反応の競争阻害実験を計画した。まず、これらの延長ペプチドを有する蛋白質を大量に
調製することを試みた。トウモロコシ Fd の延長ペプチドとマウスのジヒドロ葉酸還元酵素(DHFR) との融合蛋白質
(Fd 1 -DHFR、 FdIII-DHFR)を大腸菌で発現させ精製した。精製した DHFR 融合蛋白質を用いて、 FdI 前駆体およ
びFdIII前駆体の葉緑体への輸送における競争阻害実験をおこなった。その結果、精製した Fd 1 -DHFR およびFdIIｭ
DHFR は、いずれも、暗所 ATP 存在下におけるFd 1 、 FdIII の葉緑体への輸送、および光照射下における Fd 1 の葉
緑体への輸送を阻害するだけでなく、光照射下のFdIII前駆体の蓄積も阻害したo これらの精製 Fd-DHFR 融合蛋白
質による競争阻害はFNR イソ蛋白質に対しても同様に観察されたo 以上の結果は、葉緑体において、 Fd および
FNR イソ蛋白質が(少なくとも一部は)共通の経路を用いてストロマへ輸送されていること、さらには、光照射下









Toc34蛋白質および、膜透過チャンネルを構成すると考えられる Toc75 蛋白質である o また内包膜ではTic1 10蛋白質
が同定されているが、その詳細な機能はまだ不明である o 一方、トウモロコシ葉緑体包膜の蛋白質輸送装置に関して
は、現在までまったく報告がなかった。そこで、エンドウ葉緑体とトウモロコシ葉緑体の蛋白質輸送装置を比較解析
することを目的とし、エンドウ Toc86、 Toc75、 Toc34 、 Tic1 10に対する抗体をそれぞれ調製し、ウエスタンプロット
法でエンドウ葉緑体包膜におけるこれらの蛋白質の存在様式をプロテアーゼ処理により解析した。その結果、 Toc34 
はその大部分が細胞質ゾル側に露出していること、 Toc86 は細胞質ゾル側に突き出た34kDa の部分とプロテアーゼ耐
性の52kDa のドメイン構造をとっていること、また Toc75 は細胞質ゾル側、膜間部側 L、ずれにも突き出たドメイン
がなく分子全体が外包膜に埋もれた構造をしていることが推察された。一方、 Tic1 10 は N末端に膜貫通領域と予想さ
? ?
れる配列を有し、 C末端側約 90kDa は可溶性ドメインを形成すると考えられているが、今回、この可溶性ドメイン
はストロマ側に配向していることを示す結果が得られた。
次に、トウモロコシ葉緑体に対してエンドウ葉緑体蛋白質輸送装置の各抗体を用いてウエスタン解析を行った。そ
の結果、トウモロコシ葉緑体の包膜画分にエンドウ Toc34 に対する抗体で認識される約37kDa のバンドが見いださ
れ、トウモロコシにも Toc34 ホモログの存在が予想された。そこで、エンドウ Toc34 の cDNA をプロープとして、
トウモロコシ Toc34 ホモログの cDNA をクローニングした。 Toc34 におけるエンドウとトウモロコシ聞の相同性は





Fd および FNR イソ蛋白質で観察された輸送特性の違いが、エンドウとトウモロコシにおける蛋白質輸送装置のど
のコンポーネントの特性の違いに由来するのかについて研究を進めていく考えである O
論文審査の結果の要旨
本研究は、高等植物フ。ラスチドへの前駆体蛋白質の輸送機構を、器官特異的発現をする 2 種類のトウモロコシ・フェ
レドキシンを用いて解析し、これらの輸送過程が、延長ペプチドの構造依存的に、光エネルギーおよび葉緑体内のレ
ドックスにより制御されていることを見い出した。さらに、この輸送を司るプラスチド包膜透過装置の構成蛋白質の
一つである Toc34 の遺伝子をクローニングし、その一次構造および包膜上での存在状態を明らかにしたものである。
これらの成果は博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認める o
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